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Introducción
Los carotenoides son cornpuesios liposolubles, altametrte
i$aturados qüe s€ encucntran en vegetales amariilos y
anaranjados. y en bojas verdes. Sus funcioncs más
conocidas de importancia humana son l¡ actividad conlo
pfovitamina 
^ 
de algu¡os de ellos, y sus propigdades
anlioxidant€s. Esta última p¡opi€alad los ha asociado con la
prcvcn€ió¡ d€ algunos dpos d€ c.átrcer.
Debido a las caract€riricas especiales de los c¡rctenoides,
los métodos que se han pla¡teado para su análisjs so¡
largos y costosos. Además, con frecuencia tienen enorcs
quc llevatr a resullados falsos, tanto cuali- como
cuáDtitativamcnte. Ot¡o problema que se presenra al trabajar
con carotenoides es el de los palrones que comercialft€ntre
son poco acccsibles y que después de preparados se
dcgradan nipidamente.
En los últimos alos, e1 estudio de los carolenoides ha
cobrado importancia por las diferentes funciones que tienen
en cl organismo. y e¡ algunos ca$s, por sü aplicación
inú¡sFial. Po¡ ello se hac€ necesario el planteamien¡o de un
método que pueda cuantifica!los principales carotenoides
encontrad. s en vegetales y frutas deuna formarápjda yun
costo relat tamcnte bajo.
En éste trabajo se pretcnde aislar patrones de carotenoides
y montar un método por cromatograña liquida de alla
r€solución (ilPLC), que permita la cuantificación rápida de
dichos coriponentes. Dicho método se validará segú¡ los
parámekos establecidos para cl caso: porcentaje de
rccupe¡acióD, linealidad, línxte de deteccióny cuantifi cació
y reproducibi lidad.
AnGcedcntes
En las lablas de composicióD de alimcnlos¡ealizadas en los
años sesenla se listan los contenidos de ca¡otenosj Ia
mayoria dc €fa info.rnacióD fue obtcnida co¡ el método
general de carotenoidcs rorales de la Asociación de
Químicos Analiticos (Asociation of Anall'tical Chemists.
AOAq r 984).
El método de la AOAC pam determinar el conie¡ido de
provitamina A, intoducido en 1995, comprende la €xÍacción
de los carotenoides con unam€zcla dc aceiona/hexano. EI
extracto se lava cotr agua pa¡a eliminar la acetona y luego
se pasaporuna colum¡a de MgO: Hyflosupercel{ l:l). Los
carotenordcs se eluy€n con una m€zcla acetona/hexano y
se mide su abso¡ba¡cia a436 nm, expresando clresulrado
corno g-caroteno (Rodriguez Amaya & Amaya-F¡rfán.
1992).
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Á pesa¡ de qne el método es bas¡ante sencillo, ro es
apropiado para la de¡erminación de ca¡otenoides en
aljmentos. ya que se asunt que la fraccjón obtenida en la
columna es B-caroleno. y en realidad puede haber
ca.olenoides menos activos e rncluso inaclivos. Además,
la obsorción se 1ee a,136 nm. que no es e1máximo de
absoLciótr del P caroleno (Rodrig ez AI¡ ya & ,^.maya
Fafán.1992).
Debido a esla considcnciones, se ¡an pl¡nte¡do varios
1¡étodospara la deleünnraciór de carolenoides en alinentos
quebusca¡ nejorarlas deficienci¿s del 1¡étodo oficial
En general, los pasos a scguir en el análisis de carotenoides
A. Extracción: La cantidad de mucstras a rtilizar lari¡
dcpeldiendo del contenido del carotenoides.
Para vcgct¡les dehojas verdes s.utiliza de 2 a 5 g
y para raíces y ftrtas de 10 a 40 g (Ad€\!l.rsi &
Br¡dbury.1993).
t ..po. .i.r'r : l-:oor ,r'i.rcr'n (.Ie,e.. .
para elimi¡arr¡aterial graso que lueda iúederü en
la cranolografid de adsotción e hidroliz¡¡ 1os
és¡eres de carole¡oidcs (Da'is. 1976).
L e' ...o de i- frLr. . lJ .¿for ; r, ior c
absolutamc¡¡e necesüia, pues¡o que 1as xan¡ofi1as
frecuc¡lemente se encxentran esterificadas
(Rodrisucz A,¡¡ya eral., 1988).
C Setaracióni I-a cror¡atografia p¡eparativ¡ de
adsorción es la téc¡icd n1ás inpofante en el
-.l-nrie, o de lo. " o-noide,- L. Le- , cr, !r-
importantes son cromatog¡afias en cohu¡na y
liquida de ¡1¡a resolL,ción (HPLC).
. Clromatografia en columna: se ha
ulilLado nna mezcla de MgO Hyilosnper
cet ac¡ilado en proporciones 1:1 ó 112:
como f¡ses nóvlles se uú11zar nezclas
de acctonay ó1cr dcpchólcocn difcrcDtcs
proporciones.
. C¡omalografia liquidade all¡ resolución
Las ven¡aJas que presenlan los mé¡odos
HPLC sor: ¡apidez, simplicidad,
r.p,oduc.b,lrdrd.'rrcr. L,l. .ep-r-.ror
c.. .e,1re. enrb.l.d-d) menore\po .cror
al oxigeno, luz, absoúe¡le ,! solvente
(Rodríguez-Amaya & Amaya-Fartán.
1992). Sin embargo, su pmcipal limiiante
es elalto cos¡o del equipoy los soh emes
ntillz ados.
La ma,vo¡ p¡rle de los ¡Ié¡odos ulilizan 1¡ses
estacjonarias polimót icas coneriaces de cadenas
hidrocarbruadas dc octil,v odadecil (Craft, 1992).
L¡s fases móviles más comunes son
conb;naciones de ácetonit¡ilo, clorolormo,
diclo eiano, relrahiüofura¡o, metanol y hexano
(Rodriguez-Amaya & Amaya-Farfán. 1992). L¡s
separaciones se l1e'an a cabo en las columnas de
25 centn¡ctros de largo y conparlicuias de j Llm.
L a lrcsición reporlada es de un 5%, y ia exactihd
es ma] or al98% (Rod¡jguez Anaya,1989).
ld€ (r1 
-rcron. lrrJ e, rbLe.er l¡ ioer,r¡d rd d. 
".
', , .l(..,n. d. ld..Jr.ce i. .r ¡;c
n¡pofaDtes son sus espect¡os de absorción, que
se 
€ncue¡1.an cn fulció! del cronóforo ( la
¡bsorción injcjal de la cadena poliénic¡ es
influenciada por la presencia de ot¡os grutos
funcionales)(Daries, 1916)
ll orden de elución de los cároienoides en lLna
colurm¡ camatográfica también d¡ lna ideade que
caroteDoide pxede ser. o por lo mcnos si se t¡ala
de ün ca¡oteno o un¡ xantofili¡.
Tambié¡ pueden ulilizarse rercciones qujmicas
para grupos funcionales esleciñcos.
Cuantific¡ción: Paracuantificrrlos ca¡otenoides
espectfofotométicam€nte. se reqriere que e1
carotenoide sea puro ,v que el coeficienlc de
absoÍibid¡d mo lar sea colocido. Los coeficientcs
de absortibidad molar (E % I cn) de los
carotenojdes eslán dados en soluciones al l% (1g








La canlidadde caroleno;de se calcula utilizando la
fórmüLadondexsonlosgramosdecarotenoide,,!
son los m1 de solución (Davies, 1 916)
Entre las precaucioncs quc se debe¡ tomar en cuenla al
r. b¡ .,r .,r .a ^re'"de. p,rd e\ cr d<qr-Jr. ore. e
insor¡erizacio¡es. eslán:
. Trabaj ar bajo lánparas de lu amadlla. o filo os
de luz difusa que bajen la i¡tensidad de la hz
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. Evil¡r exposiciones prolongadas alcalor.
. Utilizar atmósferas inefes o en su d€fecto,
. Solanente urilizar solventes r€destilados, para
evitar el contacto con ios carotenoides co!
trazas de ácidos.
. Aimacenar los patones de carotenoides en
forma crisialina, en ia obscuddad, baJo
atmósfera de nrlrogeno y ¿ -)0'C tDavres.
1970.
Procedimiento
A. Puriñcacióndepatrones: El método de colurrma abiefa
se eligiópara el aislamiento de patones, debido a que
permite t¡abajar con cantidades lrlás grandes de
La pur€za de los patones ail¡dos, se co¡firmó con
HPLC. Cuando fue necesario se efectuó otra
c.omatografía para pudficarlos. Esta cromaiogúfia
consisiió en hacer una columna emprcada con
Mgo:Hyflosuper cel ( 1 : 1), para que las bandas eluyeran
utilüando solv€ntes d€ mayor poladdad.
B. Determinación de las condiciones pa¡a 1¿ cromatografia:
para dete¡mi¡arlas, s€ inyectaron parrones Individuales
y mezclas de eilos.
C. Optimacíó¡r del mérodo: para el tratamiento de la
muestra Fevio al a¡álisispormLC. se tomaron como
base los métodos de Rodríguez-Am¡y¡ et al. (1_989) y
de Hart y Scott (199J). Se evaluáron 5 pasos d€l
procedimiento:
. Solvente de tracción.
. Cambio de solvente polara éte¡deperróleo.
. Solvente de saponificación.
. Solvente de inyección.
Las comparaciones se llevaron a caboporcarotenoides. en
base a las coneenhaciones obrenidas en pg/ml.
D. Validación: incluyó los siguientes parámeros:
1. Exactitüd: es la comparación de 1os resulrados
obtenidos, con tos datos reales. Se expresa como et
porcer '¿je de recuperación:
Cant. Teórica
En el caso de los carotenoides en alimentos-
se analizaron por t¡iplicado, dos muestrasr a una de
ellas se l€ adicionó una solución de aproximadamente 5
L¡g/ml de cada carolenoide.
El porcent¿je de recupención se deteminó en triplicado
paÉ vegetales y para ftrltas.
2. Presición: Bs el grado de reproducibilidad y
reperibilidad de u¡ método, exprcsado por la
desviación estándar r€lativa (DSR) o coeñcien-
ie de vadación porcentual (CV%) s€ calcula
por:
Ca¡ t. E rpernnenral




Se ¡ealizaron tres experimentos para vegerales
y ires para frutas.Pan vegetales se preparó unapa
pillade espinaca, zanahori¡ ytomate,lueso de filirar
s€ repaúió en doce fracciones de 5 g de cada una.Todas
." tu¿rdJron cen¿d¿'. en armóite a. d" rinogero. -
menos 20oC y protegidas de laIu. Se anallzaron en
tres días diferenies: en réplicas de6,3,3 cada una. Con
io, ddro. obrerido, .e , alcu lo '¿ medrc. de.. r¿c ol
estándar y coeficiente de váriaciónpo¡centual. Para las
ftutas, se preparó oilapapilla con papaya y se siguió el
mismo Focedimiento que se rcal¿ó para los vegetales.
3. Lmealidad y rango: La linealidad es 1a c¡pacidad deu¡
método para obtener, de fo¡ma diecta o después de
una transformación mat€márica. resr¡ltados
proporcionales a 1as concentraciones de análirodenrro
de un rángo deten¡inado.
Elrango de un método analirico es el inrervalo cuyos
limjtes inferior y superior determi¡an ai anaiito con
precisión, exactitud y Iinealidad.
I a I n"dhüd.e c¿ cula por un ¡arrmrenro de reg¡e\ or
lineal entre losresuhados obt€¡idos y la concentración
de anallto, generalnenre se r¡¡liza el mérodo de mínimos
cuadrados. La pendienre y e] coeficiente de co¡¡etación
de Ia rere,ion indrcan l¿ lineahddd tParter. lqa l)
En e1 método, se inyectaron solucion€s de cada
carotenoide de concentraciones enre 0.0 y 10 ttg/n11.
pd'a obrener la" cuNa, respecrivds.
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Limite dcdelección: !n la concen¡ ación nás
baja de analilo que puede detecta¡se. pero no
necesa amcntecuantificarse.
PaIa enco¡rtra el limite de dctección de un
mé1odo. se core una muestra en blanco que
no contlene analito, y se conen muestras que
conte¡gan dife¡entes concentraciones. Se
busca que el linite de detección sea el doble o
el tiple de la medición que dr ct blanco, es
de.ir x¡a relación señal: ru;do de 2:1 ó l:1.
donde la señales laalturadel !ico del analiio
djvidido por elvalor absohio de lafluctlLación
del ruido dc lalíneabase (Parker, 1991).
Límiie de cuarnficació¡: Es cl ni'elmás bajo
c1e concentración de analito quc se puede
determinar con precisión y elactitud en las
condicio¡es normales de análisis.
En HPLC se c¡lcu1a como el valor que ¡enga
unarelación señalruido de l0:i (P¡*er, 1991)
Rcsultados
Purificación de palloncs: Los carotenoid€s se
jdenliñcaron enbase a cuatro parámetrosi
Orden de e]üción en la colunma: conbase a la
expcriencia oblenida después de realizar repetF
ciones de diferentes muesiÍas,ly- con a)'uda de
los espectos de absorción, se logro identificar eL
oLdcn de elución de loscarotenoides en cromato-
graña en colum¡a abiefta, usando N{gO:Hyflo-
super cel (t:2) cono fase est¡cionari¡:
CUADRO 1.
ORDFN DF FJ I ]C]ON DE LOS CAROTENOIDES
Espect¡os de absorción: Según 1os datos de
má\imos de absorciónrecopilados por Davies, se
identificaron cadauna de lasbandas obtenidas en
cromaiog¡3fia e¡ columna. Los máximos de
absorción de las bandas obrenidas de mezclas de
vegetales y de papaya f¡eron: según se indica en
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Luteína Eta¡ol 422 445 474 (418) 445 473 (421) 44',l 412
Ze^\antÁa Et¿nol (428) 451 478 451 478 449 475
Licopeno 458 444 518 456 483 516 456 483 475
P-criptoxantiná Cloroformo (43s) 159 485 (438) 462 489 462 490
Eter de petróleo 422 444 473 421 444 471 420 471
P-caroteno Eter de peÍóleo (42s) 444 415 (423) 476 (422) 448 415
415 438 46',7 415 431 465
Los datos qu€ se encuentran e¡tre paréntesis coresponden a hombros, y no a picos definidos.
cllADRO 2.






Rcacciones quimicas especificas: se realizaron tres
prucbas espe€irofométricas básicas:
Prueba de la conñguracrón electróruca: Al reaccionar
con yodo. Io. enlaces que se .Dcuelúan en po< c ón
trans cambian a su isóIneto cjs, que es más estable;se
evid€ncia por la dismi¡ución de 4 ¡m en el máximo de
abso¡ción" sin que la foma del espectro cambie.
P¡ueba para grupos epóxidosr En presencia de ácldo,
los g¡upos epóxido denden a romperse o fomar un
enlace rnás estable. Asi, los epóxidos 5,6- s€ transfomnn
en 5,8- al reaccionar con ItCl. Se €videncia en el
espectro ile absorción por un desplazamiento
hipsocrómico dc l7 a 22 nm.
Prueba par¡ grupos HO- alilicos secundarios: Los
grupos HO- adyacentes a grupos alilicos reaccionan
con mctanol en presercia de ácido para fo¡mar grupos
mefóúdo(Meo ).
Cromatograña en c¿pa fma: solo se utilizó paü
difcrenciar entre carotenos t xantofilas, ya que con
las pruebas rcalizadas, usando metanol-éter de
petróleo ó acctona-ét€r de pehó1eo como fase
móvil solo sc logro que los carotenos cluya¡ con
elfrenle delsolvenre. ) Ias xanrofilaspuedel ca,r
, n el origen dc la aplicacióna laplaca.
B. Fuentes de carotenoidesr se realizaron pnebas
pala aislar cstáodares a pafir de los siguientes
vcgetales: espinaca. chaya, zanahoria y ¡onüte para
obtener lutelna y d-y B"carolenos. Par0licopeno.
P-criptoxantina y zeaxandna tuero¡ a partir de pa-
paya. Se logró cstablecer los alimentos que son la
mejor tuenle para aisla¡ patrones:
CUADRO3.
FLTENTES DE CAROTENOIDES PARA AISLATVIENTTO
DE PATRONES
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Determiüción de las condiclon€s pda la cromatografi¿
Columar en el laboratorio se contabá con la co-
lwr]na Supcrcosil LC-i8-5 de 5 pq que, según los
repo¡tes del arlículo de Epler et al., (1992), esta
colürma tiene fas€ estacionaria in¡ermedia y en
ella se pueden sepa¡ar c{- y p caroteno. No
ab"',nre. drficilmenre sc lohrd separar .urern¡ y
Corpo,.c.on de Ia fdsemovi :,eens¡y¿ron \ r,ias
proposiciones y conbinaciones de solveDtes, y
los me.jo¡cs resultados se obtuvieron co¡u¡afase
de malanol:leüahidrotu¡¿Do. con proporciones
desde 8':13: eqr úlrina proforcrona la nreror
separació cntre c¿- y p-carole¡os con una
resolución dc 0.7205.
Longitud de ondá: sc trabljó cl análjsis a una
longitudde onda fiia de 450nm. Se eligio este valor
debrdo c que rn e,re punto ,e encucnüa eltico
máximo dc absorción, en la mayoriá de los
carotenoid€s de 1neñs.
Vclocidad del fluJo: el fiujo de 1.5 mümin sc ulilzó
Jcbido a qL:e proporc'onr una buena scp¿racrón
cntre picos, sin haccr el tiempo final de cada
aná|sis excesi!amente 1a¡go: 25 minulos.
Con éstas condiciones se obtulo la scparación de
carorenoides. cr el liempo 3.941 mi¡ulos se
encuenta Lutci¡a+ Zeaxanti¡a, en cllie¡rpo 9.820
minutos se cncuentra la P-criptoxantina, en el
21.654 cl Licopcno. y cn 24.364 y 25-829 se
encuentan (x- 
-v B ca¡otenos rcspeclivame¡te.
\,1étodo: el rnétodo implemcntado pa¡a la
delerm¡nación del perfil de ca¡olenoides 
€n
vegetales y li uÍ¡s se detalla en la tesis dc la auio¡a.
DiscusióD
Los resultados qne se obluvieron al aislar
p¡trones, fueron satisfactorios; ya que se logró
aislarios con un alto grado de pureza. Sin cmba¡so,
la cantidad que se obtiene de cada carotenoide,
depende de lan-rFr/ uohzadr ) lr concc.,trd.ron
no es reproducible debi¡lo a la variabilidad entre
Para aislar loscarotenoides¡o se iomó en cucnta la espcc¡c,
debido a que lo que se b'rscaba era $re el método pudi€ra
aplicarse a cüalquie! tipo d€ alimento. Los úmicos paÍáLrnetos
que se tom¡ron en cuenta pa¡a clegir el alim€nto, fueron
que estuviera fresco y que su color fuera intenso.
A1 fmal se determinó que los alimentos llllís adecuados para
obtener eslándares etan espinaca, zanahoria y papaya, lal
comose i¡rdica en el CUADRO 3 de los Resultados. Esto se
determinó con basc en:
a. La facilidad adquisitiva del alimento
b. La mayorfacilid¡dde extracción
c. La concentración más alta
Para almacenar los carotenoidcs aislados. se tomaron las
sigui€ntesprecauciones: marienerlos a 20oC, adicionales
BHT (l%) cono antioxlda¡te y guarda¡los bajo alinósfera
de nitrógeno. Bajo esias condiciones los pat.ones
p€rmanecian razonáblem€nle eslabtes urilizándolos trcs
reces po¡ semana, durante aproximadamente dos mes€s.
La degradación se verificaba por Ia aparjción de picos
colrespondientes a impurezas, en 1os cromatogramas
Éspeclivos. Debido a esta degradacióD, con la extracción
de 40 gramos de espinaca y 80 gramos de papaya. se obtenia
la canlid¡d suficiente de patrones para dos meses de
Con la colulrllra quc se tenía para montd y válidar el méiodo.
no es posible Iognr una sepa mc ión p¡m luleura y zeaxanrúr
solo se pueden separar ci¡co carotenoides de 1os seis
p¡opuestos. además,Ia separ¡ción ertre (¡- y p-carotenos,




fue de 0.7205 entrc los carot€nos. Este rcsulrado sc
c'perarhqren-<scIomj,,ercrnod 
.pdr¡uDa.epdr¿cion
total entre dos compuestos.
La luleína y la zeaxantina será s¡empre reporiada siempre
como lutejna, y se cua¡tifica con base eu ésta solamenre.
Para dcterminar los porcentajes de ¡ecuperació¡, lo jdeai
es coniar co¡ muestras qu€ no conienganel ánalito que sc
d€sca encontrat es dificil enconrrar utr vegctal o íiuh que
no conterga carotcnoides, por lo que se optó por urilizar
¡lguno que tuvie.a muy poco, se eligró cañote para los
vegebles, y papaya para las flutas, procurando en e$e
caso. que su coloración fi¡era Ia más pálida posibte.
La exacritüd en las frutas no se determinó para al cr-
.¿rorcno. di\ido a que. .egún las !aotd. de compo.¡c¡ón
de alimentos, no se e¡cu€ntrar¡ 
€n cantid¡des
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Se puede obseñar uDa lariabilid¡d enüe los ¡eqr¡ra.los
obteniilos: la ¡ecuperación de fiutas, es menor que para
vegerales, y su desviación estándarmayo¡ Eslo se debe a
que 1as f tas ilevan el proceso de saponificación con KOH,
el que puede producir algún tipo de degradació¡ en los
Engeneral, se puede observar qüe lavadacióninhaensavo
es mayor qüe la variación intetensayo, lo que se debe a
qüe, en esta últimai los prom€djos de cada dia pe¡miten
cieÍta compensación €nte los dalos,lo cuaLno se da en la
tanocrol irt¿en.¿)o I no 
'e dcbe. aue ¿ l omoPeni-'r. o r
de la muesta ulilizando la Bati-Max no es efectiva S r
embargo, éste eqdipo tue el que mejoL se adaptó a las
necesidades del né1odo:porel hecho de que la exlracción
se ileva a cabo utilizando solvenles, no se puede utiliza.
una licuadora o cualquier equipo que tengaparles plásilcas
Enel caso de la i1nealidad. e1núm€ro dellntos utilizados
estaba lmitadopara que €l tamaño del pico no fuera mayor
que los márgenes uiilizados en 1a hoja de impresión d€l
cronatograma. Se utilizó la alenuación nás baja, 1, que
pendte detectar cantidades más pequeñas
Conclusion€s
1. E1 método que se nonló fue suficiente pan la
sepamción de c.- y P-carotenos, P-criptoxantjna,
y llcopeno. Sinembargo, conla columna utilizada,
no es posibte lognr ta separación entre luteina )'
zeaxantina. Con estos resuhados. se deber€c¡azar
ra h pore' . pl re¡dd par¿ ld 1' e'rrpdcrón
2. Los alimentos que se conside¡a¡ rnás aproliados
pa¡a a¡lar carotenoides, son €spinaca, zanahoria
y papaya.
I Srlo,p¿-ore.deL¿rorenod. .eal'ldeñrner
recipientes protegidos a la luz, a -20oC y bajo
almo'lera de r rrógeno. 
'e
condiciones razonablemente establ€s. po¡ dos
4. Los po¡centajes de recuperación obtenidos para
lós camteñoides an aliñentos son:
Recomend¿ciones
En 1a mcdid¡ de 1a posibilidades del Iaborato¡io
que vaya a utiliza¡ éste mérodo. e\pe¡imeDtar e1
análisis con una colulrma polimóLic¿ para losrar
sepÍación entre luteina y zeaxantina. !n e1 anículo
plblr.dJo por Lple erJl.,.qr2,. ha) Lr l..clodc
las que ellos evaluaron y cumplen con ésta
Validación con parlicipación en esrudios
colaborarivos interlaboratoios.
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